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論 文 内 容 要 旨
第1章 序論
脊 椎動物 の性染色体 の構成 は雄特有 のY染 色体 と雌雄共通 のX染 色体 とか らな るXY型
もしくは雌 特有のW染 色体 と雌雄共通 のZ染 色体 とか らな るZW型 とに大別 され るが,染
色体 の形態 的分化 が不 明瞭 であ るために性染色体が未 同定 の種 も多 い。魚類 は約23,000
種 を有 し,脊 椎 動物全体 の半分以上 の種 を有す る脊椎 動物 中最 大の上綱(superclass)で
あ るが,性 染色体 が同定 されて いるものは極めて少ない。同定 されてい る魚類 の性染色体
にはXY型 及びzw型 の両方が存在す る。また,両 生類(約2,00Q種),爬 虫類(約
5,000種)に おいても性染色体 が形態的 に同定で きな い種,ZW型 あるいはXY型 の性染
色体 を持 つ種 が報告 され ている。XY型 で ある哺乳類 では,単 孔類 に分類 され るカモ ノハ
シのX染 色体 とY染 色体 がほ とんど同 じ形態 を示 し,ZW型 の鳥類では,平 胸類 に分類 さ
れ るエ ミュな どでZ染 色体 とW染 色体が形態的 に区別 で きない という特徴 が知 られ てい
る。 しか し,哺 乳類全体(約4,500種)に 占め るカモ ノハ シの割合,ま たは平胸類鳥類種
(10種)が 鳥類全体(約8,650種)に 占め る割合 を考慮すれ ば,そ れぞ れの綱(class)
の中で は例外 的な存在で,魚 類,両 生類,爬 虫類 におけ る性 染色体 の構成 と形態的 な特徴
に比べ,哺 乳類 のXY型 と鳥類 のZW型 の性染色体構成 並びに形態 は,そ れぞれ の綱 を代
表す るもので ある といえる。
哺乳類で は,ヒ トゲ ノム計画 によ りX及 びY染 色体 上の遺伝子やDNA配 列が 明 らか に
されつつ あ り,そ の中にはX,Y両 染色体 間で相 同性 を示すDNA配 列 の存在が知 られて
いる。 これ らのDNA配 列 の中には,単 孔 類 と有袋類 の祖先種 が真獣類 の祖先種か ら分岐
した後,真 獣類 の祖先種 にお いて常染色体 か ら転座 な どによ り移動 した と考 え られ るもの
(ヱ』Σ ヱ五.ヱ)も 含 まれ る(Watson鉱al,1991,GravesandWatson1991)が,
X-Y間 で相 同性 を示すDNA配 列の存在は,一 般 にX染 色体 とY染 色体 とが常染色体 の
よ うな相 同染色体 か ら進化 した ことを示唆す るもの と考 え られ ている。一方鳥類で は,ニ
ワ トリのW染 色体 を構成す るDNAと して迦1フ ァミリー と旦⑳RIフ ァミリー反復配列
が クロー ニ ングされ ていたが,そ の鳥類種間 における保存性 は辿 属 特異的で あ り,種
の分化 と性染色体 の変動 とい う観点か らは興味深 いが,鳥 類W染 色体 の進化 を広 く解析す
るために利用 できるもので はなか った。 しか し,そ の後 ニワ トリのZ染 色体上 の遺伝子 と
してZOV3geneとiron-responsiveelementbindingprotein(IREBP)geneの2種 が ク
ローニ ング され,他 の鳥類種 のZ染 色体 上 にも保存 されて いる と推定 された(斎 藤 靖史
1992年 博:士論文)。Ohno(1967)に よ り性染色体が常染色体 の様な相 同染色体か ら進化
した とい う仮説 が発表 され たが,鳥 類のZW染 色体 の分子進化 につ いては,性 染色体 を構
成す るDNA配 列 のク ローニ ングの報告が上記 以外で は殆 どなか った こともあ り,今 まで
明 らか にされていなかった。
精原細胞(XY,ZZ)は 精巣で,卵 原細胞(XX,ZW)は 卵巣で有糸分裂 によ りそ
一144一
の数を増すが,精 巣ではある一定数以上の配偶子(精 子)形 成を個体の一生を通 じて長期
間維持す るために,卵 原細胞の有糸分裂回数 と比べ精原細胞はより多 くの有糸分裂 を繰 り
返す。生殖細胞のDNA複 製により生 じる変異発生率の上昇は分子進化速度に大きく影響
し,雌 よ りもむ しろ雄個体が分子進化を進めていると考 えられている(Miyata鉱a1、
1987)。Y染 色体は雄のみが有する染色体であり,X染 色体は雌雄両性が有することか
ら,X染 色体DNA配 列よ りもY染 色体DNA配 列の分子進化速度は速いと見込 まれる(
Miyata鯉L1987)が,実 際にY染 色体上のDNA配 列の分子進化速度はX染 色体上の
DNA配 列の分子進化速度に比べて速い例が知 られている。配偶子形成に着 目した
Miyata(1987)の 考 えが正 しいとすれば,卵 形成過程で複製されるW染 色体はZ染 色体 よ
りもそのDNA配 列の分子進化速度が遅 く,比 較的古 いDNA配 列 を染色体上に保持 して
いる可能性が考え られる。ニワ トリのW染 色体上で迦1フ ァミリー と旦⊆豆RIファミリー
反復配列が存在 している領域はヘテ ロクロマチン化 しているが,両 反復配列が存在 してい
ない領域はユウクロマチンを含み,減 数分裂時にZ染 色体 との対合に寄与す る。ヒ トのY
染色体 に認められ る,キ ナクリン染色で濃染され るヘテロクロマチン領域 とX染 色体 との
対合 に寄与するユウクロマチン領域の特徴はニワ トリのW染 色体のそれ と類似 している。
ヒ トY染 色体上のユ ウクロマチン領域には未分化な性腺を精巣へ分化誘導する性決定遺伝
子(墾 Σ)や精子形成 に関与する遺伝子などが存在するため,ニ ワトリのW染 色体上の
Xh劔 ファミリーと迦RIフ ァミリー反復配列が存在 していない領域に鳥類の性決定,性
分化 に関わる遺伝子や,鳥 類種問で保存性を示すDNA配 列が存在 していると推定され
る。 しか しなが ら1鳥 類のW染 色体 においてはそ うした遺伝子の存在は現在 まで不明で,
性決定,性 分化における鳥類W染 色体 の遺伝子機能は分かっていない。
本研究では,ニ ワ トリの性染色体DNAプ ローブを用いて鳥類性染色体の分子進化 につ
いて解析することを目的とした。そ こで,先 ず鱗 属のW染 色体特異的な迦1フ ァミ
リー と迦RIフ ァミリー反復:配列が示す反復頻度の変動に着 目し,W染 色体の形態が現在
どのように変化,変 動 しているのかを解析 した。次に,ニ ワ トリのW染 色体DNAか ら鳥
類種間で保存性を示す非反復DNA配 列を取得 し,既 にニワ トリのZ染 色体からクローニ
ングされていた2種 の遺伝子鯉IREBPも 用いて,鳥 類性染色体の進化上の保存性 と
起源について解析 し,深胸類,平 胸類のZ,W染 色体が共通の相同染色体対から進化 してきた
ことを示した。
第2章Gallusに 特 有なW染 色体 反復配列:種 内 における量 的変動 と染色 小粒
(ク ロモメア)の 形状変化
ニ ワ トリのW染 色体特異 的なDNA配 列 としてXholフ ァミ リー及び迦Rエ ファミリー
反復配列 が クローニ ング されていた(刀 禰正英1985年 博:士論文,斉 藤寿仁1990年 博 士
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論文,斎 藤靖 史 博士論文)。 そ の鳥類種間 にお ける保存性 は塾 属(家 鶏 野鶏)のW
染色体 に特有 で,⊆ 坐 属の直接の祖先種 にお いてW染 色体 上に獲得 された配列 であ るこ
とが推定 され る。 また,ニ ワ トリの中には旦⊆ΩRIフ ァミリーについて は高頻度 に反復 した
個体 と低頻度 に反復 した2つ のタイ プの個体 が存在す る こと(斎 藤寿仁博士論文),
Xholフ ァミリー のゲ ノム 中における反復頻度は品種 間によって異な る こと(斉 藤寿仁博
士論文,刀 禰 正英博 士論文)が 明 らか となっていた。 このような属(genus)特 異的 ある
いは属 内に認 め られ る両反復配列 の変動に着 目し,ラ ンプブラシ染色体 のクロモ メア(
chromomere)パ ター ンとの対応 をlrinaSolovei博 士(lnstituteofAnthropolOgyand
HumanGenetics,LMU)と の共同研究 として解析 した。
(1)ニ ワ トリWラ ンプブ ラシ染色体(LBC)上 のクロモ メアの観察
雌 減数分裂前期 の ランプブラシ染色体標本 をニ ワ トリ(ロ ー ドアイ ラン ドレッ ド)の 卵
母 細胞 の核 よ り調製 し,DAPI(4,6diamidino-2-phenyhndole)染 色後 に蛍光顕微鏡観
察 した。そ の結果,ZW二 価染色体のW染 色体部分は大 小7つ のク ロモメア に分 ける こと
ができた。
(2)ク ロモ メア1の 有 無 と迦RIフ ァミリー の量的変動 との対応
DAPI染 色後 の ランプブラシW染 色体部分 を観察す ると1番 ク ロモメア'を持 つ個体 と持た
ない個体 とが存在す る ことが認め られた(Fig.iA)。 それ らの個体 か ら抽 出 したゲ ノム
DNAを 用 い,迦RIフ ァミリー プローブでサザ ンプロ ッ ト解 析す ると1番 ク ロモ メアを
持 つ個体 では高 レベル に,1番 ク ロモ メアを持たな い個体 では低 レベル に旦⑳RIフ ァミ
リー配 列の1.2kbユ ニ ッ トが反復 して いる ことが認 め られ た(Fig.1B)。Fig.1Bの サザ
ンプ ロッ ト解析 の結果 は以前 の別個体 につ いて の結果(斉 藤寿仁博士論文)と 一致 してお
り,EcoRIフ ァミリー配列 の反復頻度が高 レベル タイ プ(約4,000回/2倍 体 ゲ ノム)ま た
は低 レベル タイ プ(約700回/2倍 体ゲ ノム)で あることが1番 クpモ メアの有 無 をもた ら
す ことが示唆 された。そ こで,蛍 光insituハ イ ブリダイゼ ー ション(FISH:)を 行 い,1番
ク ロモメア にEcoR1フ ァミリー反復配列 の大部分が局在す ることが示 された(Fig.1c)。
(3)ク ロモ メア3の 大 きさの変動 とXh蝉 フ ァミ リーの量 的変動 との対応
Xholフ ァミリー配列 の反復 回数は 白色 レグホンで2倍 体 ゲ ノム当た り約30,000回,
フ ァヨウミで は2倍 体ゲ ノム 当た り約5,000回 と報告 されて いる(斉 藤寿仁博士論文,刀
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解 析 を 行 い,XhOヌ フ ァ ミ リー 配 列 の 量 を 比 較 したhybridization(FISH)wi血 迦 母andぬL
と こ ろ,既 に 報 告 さ れ て い た 通 り 白 色 レ グ ホ ン よfamilyprobeSonW-LBCswi由7(le恥air)㎝d
り も 著 し く反 復 回 数 が 少 な い こ と が 確 認 さ れ た(6(rightp滋r)chromomeresfromWhiteLeghorn
Fig.2A)。 そ こ で,サ ザ ン プ ロ ッ ト解 析 で迦1(WL)orRhodeIslandRed(RI)chicken.迦RI一
フ ァ ミ リー 配 列 の 量 を 調 べ た 同 一 個 体 の 卵 母 細 胞familyprobe(redcolour)hybridizedtotwosites
か ら ラ ン プ ブ ラ シ 染 色 体 標 本 を作 成 し,DAPI染 ・nW-LBC,血e鴫 ・r・ne・nchr・m・mereland
色 後 のW染 色 体 を 観 察 した(Fig.2B)。 特 徴 と し 血eminoroneonproxi副endofchr・momere5.
て,フ ァ ヨ ウ ミ の3番 ク ロ モ メ ア の 大 き さ が 白 色 ぬLfamilyprobe(whitecolour)hybridized
レ グ ホ ン の そ れ よ り も著 し く 小 さ い こ と(Fig.1alongchromomere3,Blackandwhiteimages
Cと 比 較),フ ァ ヨ ウ ミ の1番 ク ロ モ メ ア に新 たshowchromomerepatternsanerDAPLstaining,
に サ ブ ク ロ モ メ ア1aが 存 在 す る こ と(Fig.1CとTheIabeledchromomeres脚numbered.
比 較)が 認 め られ た 。 フ ァ ヨ ウ ミ の ラ ン プ ブ ラ シ
染 色 体 標 本 に 対 して 迦RIフ ァ ミ リ ー プ ロ ー ブ 及
び迦1フ ァミ リー プロー ブを用 いてFISHを 行 った ところ,フ ァヨウミの小 さな3番 ク ロモ
メア に迦1フ ァミ リー配列が局在 して いることが示 され(Fig.2C),迦1フ ァミリーの
反復 頻度が変 動す ると3番 ク ロモメ アの大 きさもそ れ に応 じて変 動 して いる ことが 明 らか
にな った。 また,聰RIフ ァミ リー配列が フ ァヨウミの1番 クロモ メア上 には存在 している
が,サ ブ クロモ メア1a上 には検 出 されなか った ことか ら,新 たな反復 配列 の存在が推定 さ
れた。以上の結果か ら,特定 の反復配列 が性染色体上 の特定 のク ロモメ アの形成や大 きさの

























































鳥類種 問で保存性 を示す ニワ トリW染 色体上 の非反復DNA配 列部位 の解
ニ ワ トリのW染 色体 か ら得 られ たXh亘 ファミリー及び旦⑳RIフ ァミ リー反復配列 は属
特異 的であ った ので,鳥 類 のW染 色体 の分子進化 を広 く調べ ることに利用 できなかった。
そ こで,鳥 類種 間のW染 色体 上 に広 く保存性 を示す非反復:DNA配 列を取得 し,そ の諸性
質 を解析す ることに した。
(1)ニ ワ トリW染 色体 上の非反復DNA配 列部位 のク ローニ ング
東海大学医学部 の池 田穰衛 教授 との共 同研究 として,斎 藤靖史博士 によ り1本 のニ ワ ト
リW染 色体DNAか らλファー ジベクター を用 いてW染 色体 ゲ ノム ライ ブ ラリー が構築 さ
れて いた。 この ライブ ラ リーか らランダム に296ク ロー ンを拾い,そ れぞれ をプローブ
としてニ ワ トリ雄雌 ゲ ノムDNAに 対す るスロ ッ トプロッ トおよびサザ ンプ ロッ トハイ ブ
リダイゼ ー ションを行 なった。そ の結果,CW-01とCW-50の2ク ロー ンをW染 色体 特異
的 非反復配列 として取得 した。雌ニ ワ トリゲ ノム ライブラ リーか らCW-01を 含 む約25kb
















































ク ロー ン群 を取 得 した(
Fig.3)。 また,ゲ ノム ク
ロー ンのイ ンサ ー トをプ
ラス ミ ドベクター に組 み
換 える ことによ り得 られ
たp7AGW(CW-01領
域)及 びpGW50S5(
CW-50領 域)を プ ロー ブ
と して,体 細胞分裂 の染
色体 標本 とランプブラシ
染色体標本 に対す る
FISHを 行 い,両 領域共 に
W染 色体 由来 である こと
「
を 確認 し,ラ ンプブ ラシ染
色体上 の2番 クロモ メア
上の3番・クロモメア側
(p7AGW;CW-01領 域)
(Fig.4)と5番 ク ロモ メ
ア上 の4番 クロモ メア 側
(pGW50S5;CW-50領













Fig.3に 示すcw-0!領 域 中のDNA断 片PPo.72とEE1.8を プ ローブに用 いてサザ ンプ
ロッ ト解 析を行 った場合には,キ ジ 目(Galiformes)以 外 の鳥類種 のW染 色体 上に保存性
は認め られなか った。 しか し,Fig.3で 示 され る約3.8kbの 慰1一 迦RI内 の制限酵 素消化
断片をプ ローブに用いてサザ ンプロッ ト解 析 を行 うと,分 類 学上の 目(order)を 越 えて鳥
類種 のW染 色体 上に広 く保存性が認め られ た。また,CW-50領 域 中にはCpGア イ ラン ド
と考 え られる部位 が認 め られ,約2.5kbの 塩基配列 を決定 した ところ実際 にCpG配 列 に冨
んでいたが,近 傍 の配列 について は広 範囲の鳥類種 間にお け るW染 色体上 の保存性 は認め
られなかった。
以上のよ うな特徴 を持 つ2つ の領域 についてエキソン トラッピング法(Buckler鯉.
1991)に よ り遺伝子検索 を行 った(Table1)。CW-01領 域か らは鳥類種間 のW染 色体
上 に保 存 性 を示 す 推 定 エ キ ソ ン配
列,ET-15及 び 耳T-02が 得 られ た
(Fig.5,6)。Er-15及 びET-02の
塩 基 配 列 は先 の約3.8kbの 領域 由
来 で あ った 。ET-15で は全 て の読
み 枠 にス トップ コ ドンが 存 在 した
が,ET-02で は オー プ ン リー デ ィ
ン グ フ レー ム が 認 め られ た 。
Table1.Chazacteristicsofindividualputativeexonsamplifiedbytheexontrappingprocedure
forCW-OlandCW-50regions.












































銘、 竺粛 、.》競 轟










第4章 深 胸類 鳥 類 種 の性 判別 ユ ニ バ ー サ ル プ ロー ブ と して のEEO.6配 列
第3章 で示 され た鳥類種 のW染 色体 間で保 存性 を示す 約3.8kbの 領域 につ いて更 に多 く
の深胸類 の種 につ いて,比 較解析 を行 った。
(1)深胸類鳥類種 のW染 色体上 にお けるEEO.6配 列 の保存性
ニ ワ トリW染 色体 由来 の3.8-
kbの 恩lr迦RI領 域 中に存在
す る約600bpの 旦⊆皇RI断片(
EEO.6)を プ ロー ブに用 いてサ
ザ ンプ ロッ ト解析 を行 うと雌特
異的なDNA断 片が検出 され,
EEO.6配 列が分類学上 の 目を越
えて8目18種 の深 胸類(平 胸類
以外 の通常の トリ)のW染 色体
上に保存 されてい る ことが示 さ
れ た(Fig.7)。 しか し,キ ング
ペンギ ン,コ ウ ノ トリでは雌特
異的 な断片 の他 に雌 雄で同 じ鎖
長 のDNA断 片 が検 出 された。
そ のシグナル強度 を比較 する と
雄 の方 が雌 に比べ強 く,Z染 色
体 由来 のDNA断 片 である こと
が示唆 され た。故 に,EEO.6配
列 の関連配列がZ染 色体 上にも
存在 し,Z,W染 色体上 の配列
の相 同性が種 によって は大 きい
ことが推定 され た。
塩基配列 レベルで,EEO.6配
列 の保存性 を調べ るた め,雌 ア
ヒル及び雌ハ トのゲ ノム ライ ブ
ラリーか らEEO.6ホ モ ログをク




































した(:Fig.8)。 ア ヒル 及 びハ トのEEO.6ホ モ ログ はニ ワ トリEEO。6配 列 とそ れ ぞ れ82%及
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(2)深 胸類 鳥類種 の性判別へ のEEO.6配 列 の応用
序論で述べ たよ うに鳥類 の性染色体 はZW型 であるた め,W染 色体特 異的なDNA配 列
を用 いたサザ ンプロ ッ ト解析 によ りw染 色体 の有無 を調べ ることで性判別 ができ る。Fig.
7でEEO.6配 列 の深胸類鳥類種 のW染 色体 上 におけ る保存性が示 された ので,性 判別 プ
ロー ブ としてEEO.6配 列 が広 く利用可能であ ると考 え られた。 また,EEO.6配 列 の保存性
が塩基配列 レベル で明 らか にな ったので,同 塩基配列 内にプライマー を設 定 し,PCR法
による鳥類 の性判別へ の応用 を試みた。Fig.8に 示 され るよ うにE亘o.6配 列 はエキ ソン ト
ラップ法で得 られたET-15を 含むが,ET-15を プ ローブに用 いてサザ ン解 析 を行 うと
一152一
EEO.6に よって検 出 され る雌特異 的なDNA断 片 の他 に雌雄間の シグナル強度 が1:2の
DNA断 片が検 出され た(Fig.5)。 この ことか ら,ET-15配 列 は多 くの深 胸類鳥類種 の
W染 色体及びZ染 色体上 に存在す ることが示 唆された。ET-15配 列 とEEO.6配 列 とがサ ザ
ンプロ ッ トで同 じ結果 を示 さないのは,EEO.6中 のET-15以 外 の部位 の配列 がW染 色体 上
の配列 として の特異性 を強 く持っためで あると推定された。 こうした考察 の結果,PCR
の際 にW染 色体上の配列のみが増 幅 され るよ う,ET-!5配 列以外の比較的保存性 の高い部
分 にプライマー,USP1及 びUSP3を 設定 した(Fig.8)。
USP1及 びUSP3プ ライマー を用 いて,ニ ワ トリと同 じキジ 目に属す る種(species)お よ
び塩 基配列 の保存性 が示 されたア ヒル,ハ トで雌特異 的なPCR増 幅 が認 め られた。更
に,塩 基配列 を決定 していないオ ウム 目のセ キセイイ ンコ,ス ズメ 目のベニスズ メ,ブ ン
チ ョウ,ジ ュ ウシマツで も雌特異 的なPCR産 物 が認 め られ た ことか ら,他 の多 くの鳥類
種 にお いて もこのプ ライマー セ ッ トが性判別 に利用で きる ことが分か った(Fig.9)。 し
か し,キ ングペ ンギ ンのよ うに雌雄 両方 か ら同 じDNA鎖 長 の位置 にPCR産 物 が得 られ
る場合 もある ことか ら,USP1及 びUSP3プ ライマーで性判別 できな い鳥類種 のため には
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,ニ ワ トリのZ染 色体上の2種 の遺伝子皿IREBPの 深胸類のZ染 色体上における
保存性を調べた。次に,平 胸類ゲノムにおける保存性を調べるために,REO.6,幽
躍 配列めホモログをエミュ及びダチョウか らクローニングし,塩 基配列を解析した。
(1)ニワトリZ染 色体上に存在する2種 の遺伝子(腿Z卿 の深胸類鳥類種Z染 色
体上における保存性
.ニワ トリIREBPcDNA断 片 をプローブ としてサザ ンプ ロッ ト解析 を行 うと5目6種 の深 胸
類鳥類種 にお いて雄:雌=2:1の 強度 のシグナルが得 られ た(Fig.10)。 また,ニ ワ ト
リZOV3cDNA断 片 をプローブ としてサザ ンプロッ ト解析 を行 うと6目10種 の深胸類鳥類













































調べた全 ての鳥類種 のZ染 色体上 に里 及びZΩ 麗 が保存 されてい ることが示 され た。
深胸類鳥類種 間において,ゲ ノムDNAの 約10%を 占めるZ染 色体 は4番 目また は5番 目
に大 きな染色体 で,そ の大 きさ(染 色体長)も ほぼ類似 して いるとい う特徴 が あ り,
albinismと い う伺 じ表現型 を示す伴性遺伝 が鳥類 に広 く認め られ ることか らOhno(1967
)は 鳥類 の祖 先種 が持 っていたZ染 色体 は鳥類種 間にお いて保存 されて いる とい う説 を発
表 した。璽ZOV3の2種 の遺伝子 が深胸類鳥類種 のZ染 色体上 に保存 されて いる と
いう本研 究で得 られ た結果 はOhno(1967)の 説 を支持す る結果であ る。
(2)EEO.6,璽 姻 配列の平胸類ホモログのクローニングと塩基配列解析
平 胸 類 に分 類 され るエ ミ ュの 雌 か らゲ ノム ライ ブ ラ リー を構 築 し,ニ ワ トリ のEEO.6,
魁 幽 配 列 のホ モpグ を含 む ゲ ノム ク ロー ンpEGEEO.6,pEGIREBP,pEGZOV3を
取 得 した 。 また,雌 の ダ チ ョウ か ら構築 したゲ ノム ライ ブ ラ リー よ り同様 に,EEO.6,
魁 鯉 配 列 のホ モ ロ グ を含 む ゲ ノム ク ロー ンpOGEEO.6,pOGIREBP,pOGZOV3を
取 得 した 。 そ れ ぞ れ の ゲ ノム ク ロー ン を制 限酵 素 で消 化 した 際 に得 られ るDNA断 片 の 内,
ニ ワ トリのEEO.6断 片,IREBPcDNA断 片,ZOV3cDNA断 片 とハ イ ブ リダイ ズす る も の に
つ い て部 分 的 に塩 基 配 列 を決 定 した 。 ホ モ ロジ ー プ ロ ッ トに よ って,エ ミ ュ とダ チ ョウ の
IREBPとZOV3に 対 す るゲ ノム ク ロー ン,pEGIREBP,pOGIREBP,pEGZOV3,pOGZOV3
中 に推 定 エ キ ソ ン配 列 が 存 在 す る こ とが 示 され た(Fig.12,13)。 また,推 定 エ キ ソ ンが
コー ドす るア ミ ノ酸 配 列 をニ ワ トリのそ れ と比較 した と ころ高 い相 同性 が 認 め られ た(Fig。
14,15)。 これ らの結 果 か らゲ ノム ク ロー ンpEGIREBP,pOGIREBPはIREBP遺 伝 子 の 一 部
を,pEGZOV3,pOGZOV3はZOV3遺 伝子 の 一部 を含 む こ とが 強 く示 唆 され た 。更 に,
pEGEEO.6,.pOGEEO.6中 に もニ ワ トリEEO.6配 列 と相 同性 を示 す 塩 基 配 列 の 存 在 が ホ モ ロ
ジー プ ロ ッ トによ って 見 いだ され た 。 実 際EEO.6関 連 配 列 が ニ ワ トリ,ダ チ ョ ウ,エ
ミ ュ,ア ヒル,ハ ト,コ ウ ノ トリで 良 く保存 され て い る こ とが 塩 基 配 列 の比 較 に よ り示 さ
T戯e2.p,,centid㎝t愉s。fnud。。tide㎜dノ。rd、畑ced㎝ ㎞。acidseq。,nces飴rEE嘱IRE理 れ た(Fig.16)。,二
















































































































































。h、。、。。、ユ。_,A。_CAGAC_AC罵 。G㎜__町_。 。GT__C_GCG__AGACCC_,㎜ 研TGCTGTGT、 、5。







































































































































































































































































































































































































































★★G★ 岩虎★★C轡 曹A歯 冑★官★歯冑★















































































































































































































































に 　 ロ バをく　 なに　くズ ごハ ム
・Gi躍 題TG蟹 螢 ε ・





GCCC臥㈱ ㎝ 鰐 耀C舳 ㎜ 冗　 CCA




・・G撚 一騨 … … 脚 灘 響 ・・G…瓢 ・騨 縄 一 騨 ・糀
37
サ 　 　 ぞ を70(㎜C
3CCCCT。 。 寒 ε 鵬
:二憲C鎧CC_CC_㏄_纂_。;_　 _諜 丁_;_皿.k
ム 　 じ くニ ぐ　 　 ハ 　 くニ ら
さハccccC。 、 ユhSしn




















































第6章 平胸類 の性 染色体 の同定 と進化 的起源
平胸類 に分類される鳥類種の性染色体は形態的な分化が明瞭でないために同定されてい
ない種が多い。また,形 態的に性染色体対 と推定 されたものについて も深胸類の性染色体
対との進化的な関係に関.しては分子 プローブがなく,こ れまで全 く情報が得 られていな
い。そ こで,深 胸類鳥類種のW染 色体上に保存性を示すEEO.6関 連配列,Z染 色体上に保
存されている雌ZOV3の2種 の遺伝子の平胸類ホモログを含むゲノムクローンをプ
ローブとして性染色体の同定と深胸類性染色体 との進化的関係の解析を試みた。
(1)FISH法 によ る性染色体対 の同定
第5章 で示 したpEGEEO.6,pEGIREBP,pEGZOV3を プロー ブに用 いて雌エ ミュの染色
体 標本 に対 す るFISHを 行 った ところ,3種 のプ ロー ブ全てが 同 じ一対 の染色体上 に
マ ップされた(Fig.17A,D.)。 また,poGEEo.6,poGIREBP,pOGzov3を プロー ブに
用 いて雄 のダチ ョウの染色体標本 に対す るFISHを 行 った と ころ,3種 のブロー ブ全て
が 同 じ一対 の染色体上 にマ ップ され た(Fig.17B,E)。 しか しなが ら,雌 のダチ ョウの染
色体標本 に対す るFISHに お いてはIREBPの シグナルが一対 の染色体 のうち片方 のみ に
検 出された(Fig.17C,F)。 雄エ ミュの染色体標 本 を作成す るため の組織が得 られな
か ったので,雄 エ ミュの染色体標本 に対す るFISHは 行 えなか った。 しか し,ニ ワ トリの
一158一
製 肇喜蝉 響蝉 ヤ璽 纈 製3瞳 製 剛 整2黛v里 鯉 襯 蟹 騨騨 露螂 ▼脚 誓闘
ね ド ゆ ド ねセド ぬ ド は ド が ド お ド ぶ ア あ タ おまぢ ほ ド ゆ ド
響 騨騰



























をそれぞれプ ロー ブ とした,
エミュの雄雌 ゲ ノムDNAに
対す るサザ ンプロ ッ ト解析 で
は,雌 雄間 に共通な ほぼ同程
度 の強度 のシグナルが検 出さ
れた以外 に性特異 的なDNA
断片 の存在が認 め られなか った
(Fig.18)こ とか ら,も し,雄
エ ミュの染色体標本 に対す る
FISHを 行 えば,雌 エ ミュ と同







































FISH後 の染色体 を大 きさの順に並べる と
璽 鯉EEO.6配 列が共にマ ップさ
れた染色体 は,エ ミュで は5番 染色体,ダ
チ ョウでは4番 染色体 で あることが 明 らか と
な った(Fig.19)。 第5章 で も述べた様 に,深
胸類鳥類種 におけ るZ染 色体 は4番 目または
5番 目に大 きな染色体 である という特徴な ど
に基づ き,鳥 類 のZ染 色体 は保存 されて いる
とい う説 がOhno(1967)に よ り報告 されてい
る。 この ことか らも本研究 にお いて深胸類鳥
類種 の性染色体 に特有 なDNA配 列が局在す
るこ とが示 され たエ ミュの5番 染色体,ダ
チ ョウの4番 染 色体 は平胸類 の性染色体 であ















(2)ダ チ ョウにおけるW染 色体 の形態分化
雄,雌 及び性別不 明個体(#7,#8)の ダ
チ ョ
ウの4番 染色体 をFISH後 に並べて比較す る




IREBPの シ グ ナ ル が 片 方 の 染 色 体 上 か ら消 失 し
て い る こ と,IREBPの シ グ ナ ル が 消 失 して い るFig.2αPartialdifferendadonoftheostrichW
ア ー ム が わ ず か に 短 く な っ て い る こ と が 認 め らchromosomeasσemonstratedbyitsladdngthe
れ た(Fig.20)。 ダ チ ョ ウ の 性 染 色 体 は 今 ま でIREBPlocus.
同 定 さ れ て い な い が,今 回 のFISH法 を 組 み 合Pairsofchromos6me40fostrichweretaken
わ せ た 染 色 体 の 観 察 結 果 か ら匹BRが 存 在 す るfrominsituhybddizedmetaphasesetsofthe
雌 雄 共 通 の 少 し大 き な 染 色 体 がZ染 色 体 で,雌male,飴maleandsexunknownindividuals#7
で の みIREBPが 消 失 し て い る や や 小 さ い 染 色 体and#8.Fluorescencesignalsshownarewith
がW染 色 体 で あ る こ と が 示 さ れ た 。bio廿nylatedpOGZOV3(位angle)andDIG.
雄 及 び 雌 の ゲ ノ ム に お け る】鎚 旦E遺 伝 子 の コlabeledpOGIREBp(arrowhead).
ピ ー 数 を 比 較 す る た め,囲1消 化 した ゲ ノ ムDif琵rendationofWchromosomeinthefemale
DNAを 用 い て サ ザ ン プ ロ ッ ト解 析 を 行 っ たand#80stdchisindicatedbyshorteningofthe
(Fig.21)。 初 め に,ダ チ ョウ の 耳EO.6関 連 配a㎜fromwhichtheIREBPgeneismissing.
female#7#S
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列 を含 むDNA断 片 をプローブにす る と,ほ とん ど同 じシグナル強度 を持つ単一 のバ ン ド
が雄 雌,性 別不 明個体(#7,#8)の ダチ ョウで検 出 され(Fig.21A),EEO.6関 連配
列がダチ ョウのZとW染 色体 の両方 に存在 している ことが示 きれた。次 に,同 じプ ロッ ト
を用 い,ダ チ 直ウIREBPホ モ ログをプローブ としてハイ ブ リダイゼー ションを行 う と,雄
におけ るシグナル強度 は雌 の約2倍 で,性 別不明個体#7の シグナルの強度は性別不明個
体#8よ りも約2倍 強か った(Fig.21B)。 この結果 はFlsH:の 結果 と一致 してお り,
IREBP遺 伝子 はダチ ョウのW染 色体 上か ら失われて いるものと考え られた。 また,性 別不
明個体#7は 雄 で,性 別不明個体#8は 雌 である ことが示 された。最後 に,同 じプ ロッ ト
をダチ ョウ遡 ホモ ログをプロー ブとしてハイ ブ リダイゼー ションを行 ったが,シ グナ
ル の強度 は雌雄間で ほぼ同 じであった(Fig.21C)。
平胸類が単系進化(rnOnophyleticevolution)を 遂 げた鳥類種で ある と見 な され て い
る ことか ら,深 胸類 性染色体 上のDNA配 列がダチ ョウの性染色体上 にも保存 され ていた
ことは,深 胸類鳥類 種 と平胸類 の性染色体の進化 的起源 が同 じである ことを示 している。
第7章 総合考察
(1)幽 属 におけるW染 色体特異的反復配列 とWラ ンプブラシ染色体 の形状変化 との関係
ニ ワ トリのW染 色体 においてEcgRIフ ァミリー配列 と迦1フ ァミ リー配列 の分布す る
領域 はヘテ ロク ロマチ ン形成部位 とほぼ一致 して いるが,染 色体上の特 定 のクロモ メアに
一161一
旦並RIフ ァミリー配列 とXholフ ァミリー配列がそれぞれ局在 し,反 復頻度 によ りそ の大
き さが変化す るとい う第2章 で得 られた事実 に基 づ くと,迦RIフ ァミ リー配列 と迦1
ファミ リー配列がそれぞれ基本骨格 とな って,ヘ テ ロク ロマチ ンのよ うな特定 の広領域 の
ク ロマチ ン状態が構築 されてい る可能性が考 え られる。 この可能性は これ らの反復配列 と
相互作用す るクロマチ ンタ ンパク質の分子種 と機能 を明 らか にす る ことによ り証明す る こ
とがで きると思われ る。
ニ ワ トリでは,W一 ヘテ ロクロマチ ンとZ染 色体 の端部ヘテ ロク ロマチ ンが主要 なヘテ ロ
ク ロマチ ンで あ り,共 にΩ坐 属 に特異的反復配列 が構成成分 となっている。属の分化 と
性染色体 上のヘテ ロクロマチ ンの獲得が平行 関係 になっている ことは,進 化上 の偶 然であ
るのか,属 や種 の分化 に影響す る生物学 的な意義が あるのか は興 味深 い問題で あ る。 いず
れにせよ,本 研 究結果は鳥類の性 染色体 の ミク ロな進化 ともい うべ き現象が現在 も続 いて
いる ことを示唆す るものである。
(2)鳥類性染色体の進化上の起源
鳥 類は胸骨 の上 の竜骨(kee1)の 有無 によ り深胸類(kee1有 り)と 平胸類(keel無 し)
に分 類 され る。興味深い ことに,こ の分類 は性染色体対 の形態的 な特徴 とよ く合致す る。
つま り,ほ とん どの深胸類 鳥類種で は雌雄 に共通なZ染 色体 とそれ よ りも小型 で,ヘ テ ロ
ク ロマチ ン化 したW染 色体 を持 つが,平 胸類で は形態的 に不明瞭で あるため に性染色体対
が同定 されていなかった。 しか し,本 研究で行 った分子 レベル の解析 によ りダチ ョウの
Z,W染 色体 が同定 された。エミュでは形態的な大 きな分化 が認 め られな い4番 染色体 上
にEEO.6,IREBPZOV3の3配 列が局在 したが,Ansari(1988)ら は,こ の4番 染色体対
が性 染色体対 である と染色体バ ンデ ィング技術 を用 いて推定 して いる。 これ ら2つ の異な
る結果 か ら,エ ミュの4番 染色体対 が性染色体で あると考 え られ る。
Fig.22にSibleyとAhlquist(1990)が 発表 した鳥類 の系統樹 を示 したが,ニ ワ トリで ク
ロー ニ ングされたW染 色体 上のEEO.6配 列 とZ染 色体 上 のIREBPZOV3の2種 の遺伝子 は
分類 学上遠 く離れたスズメ 目で もそれぞれW,Z染 色体 上 に局在 を示す ことか ら,全 て の
深胸類 のW,Z染 色体 上にそれぞれ保存 されて いることが強 く示唆 され る。本研 究 にお い
て平 胸類 のダチ ョウの性染色体 上 にEEO。6,IREBPZOV3の3配 列が存在 して いる ことが
示 され た ことによって平胸類 の性染色体 の進化 上の起源が深胸類 と共通であ ることが明 ら
か となった。また,ダ チ ョウのW染 色体 上ではIREBPが 欠失 していた こと,深 胸類で はZ
染色体 上にのみ存在す るZOV3が ダチ ョウのZ,W両 染色体上 に存在 していた こと,更 に,
EEO.6,璽ZOV3の3配 列が ダチ ョウとエ ミュで同一 の染 色体対 に局在 していた こ
とは,鳥 類 の性染色体 が共通 の一対 の相 同染色体 か ら進化 した こと,お よび平胸類で は性
染色体 の進化速度 が何 らかの理 由によ り極めて 遅い ことを示 して いる。
Ohno(1967)は,鳥 類 とヘ ビが ほぼ同 じゲ ノムサ イズであ り,鳥 類 のZ染 色体 とヘ ビ
のZ染 色体 がそれぞ れゲノムの約10%を 占める ことか ら,両 染色体 間に相 同性 が認 め ら
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れ る可能性 を述べて いる。本研究 で示されたEEO.6,阻 幽 の3配 列がヘ ビの染色
体標本 にお いて どのような局在性 を示すのか,綱(class)と いう分類学上の大 きな壁 を越
えて鳥類 とヘ ビな ど爬虫類 の性染色体 の分子進化 的関係 を解 き明かす ことは非常に興 味深
い。ヘ ビの性染色体 はZW型 であ るが,近 縁種 で も形態的 に明確 に分化 した性 染色体対 を
持つ種 と不明瞭な種が知 られてい るので性染色体 の分子進化 を調べ るのに適当である と考
え られ る.ヘ ビとカ メはZW型 の爬 虫類 であるが,性 染色体か ら見てヘ ビの方 が鳥類 に近
縁であ るのか,カ メの方が近縁で あるのか,ヘ ビとカメの両方 の染色体標本でEEO.6,
雌ZOV3の3配 列 の局在性 を調べ る ことによ り明 らか にな る可能性 もある。
























体 に比べ,形 態的な分化 が殆 ど認 め られない。
この ことは,ニ ワ トリW染 色体 上の旦⑳RIフ ァ
ミ リー及び迦1フ ァミリー配列 の反復 回数が
種 の進化 の中で変動 している ことと比較す る
と,平 胸類 の性染色体 の形態 的な分化 の速度 は
非常 に遅 く,そ して,何 らか の理 由で極 めて原
始 の性染色体 に近 い状態 にあ ることを示唆す る
もので ある。 これ らの ことは,先 に述べ た爬虫
類でEEO.6,腿ZOV3の3配 列 の局在性 を
調べ る ことによって明 らかにされ るか もしれ な
い。鳥類 性染色体 の共通 の進化 上の起源 を分子
レベルで初めて示 した ことは本研究 で最 も注 目
すべき ことであ ると思 われ る。また,鳥 類 と爬
虫類 の比較 とい うよ うな分類学 上の綱 を越 した
性染色体進化 の研究 の必要性 を実験 的根拠 か ら













1)⊆ 坐 属 におけるW染 色体特異的反復配列,迦RIフ ァミリーに認め られていた反復
頻度の個体差及び迦1フ ァミリーに認あ られていた品種間における反復頻度 の違いがW
ランプブラシ染色体 の特定の染色小粒(ク ロモメア)の 有無及び形状変化 と対応すること
が明 らかにされた。
2)ニ ワ トリW染 色体 由来 の非 反復配列領域(CW-01領 域)を 取得 し,こ の領 域 に含 まれ
る非反復:DNA配 列(EEO.6,ET-02)を クローニ ングした。EEO.6お よびET-02配 列 は
深胸類鳥類種 のW染 色体 上に広 く保存 されて いる ことが示 され,鳥 類種 がそれぞれ独 自の
進化 を遂 げな が らも,W染 色体 上の配列 の一部 を保持 しなが ら現在 に至 って いることが示
された。
3)EEO.6が 深胸類 鳥類種 のサザ ンプ ロッ トによる性判別 に有効 なDNAフoロ ー ブであ る
ことが分 か った。そ の塩基配列 に基づ いて設定 されたプ ライマー を用 いて,部 分 的では あ
るが 鳥類種 のPCRに よる性判別が可能であ ることが示 され た。
4)ニ ワ トリZ染 色体上 の遺伝子 として クローニ ングされ ていたIREBPZΩy旦 が深胸類
鳥類種 のZ染 色体 上 に広 く保存 されて いることが示 され た。
5)ニ ワ トリのEEO.6,IREBPZOV3の ホモ ログを平胸類 のエ ミュ,ダ チ ョウか らゲ ノ
ミックク ロー ンと して取得 し,EEO.6配 列及びZOV31REBPの エキソン配列が深胸類,
平胸類 間で高度 に保存 されて いる ことが示 された。
6)ダ チ ョウ とエ ミュ(ρEEO.6,墨ZOV3ゲ ノミックク ロー ンをプロー ブ として
FISHを 行 い,こ れ らの3配 列が同一の染色体対 に局在す る こと,ダ チ ョウの雌で は こ
れ らの染色体 対 の一方がやや短 く,さ らに阻 遺伝子 を欠失 して いることが明 らか にさ
れた 。以 上の結果か ら,深 胸類及び平胸類 に属す る鳥類種全て あ性染色体 が共 に共通 の一























論 文 審 査 結 果 要 旨
鳥類 の性染色体構成は雌ヘテ ロのZW型 であ るが,形 態的 に明 らかなZ,W染 色体を もつのは深 胸
類(竜 骨を もち飛翔可能な トリ)に 限られ,平 胸類(竜 骨をもたず,飛 翔 で きない,ダ チ ョウ,エ
ミュな ど)で は形態的に明 らかに性染色体を識劉す る ことはできな い。本 研究 では鳥類が この よ うに
分類学 的に2群 に分かれ,そ れ が性染色体の形態的特徴 の違 い と一致す ることに興味を もち,こ れ ら
2種 の鳥類の性染色体 の分子進化的な関係を中心 に解析 を行 った。
著者 はまず,ニ ワ トリのW染 色体に特 異的な反復配列 であるXんoIお よびEcoRIフ ァ ミリー配列
のゲノム中の反 復回数 が個体間 あるいは系統 問で大 きく変動す る場合があ ることに着 目し,そ の よう
な変動を示す個体 の卵母細胞か ら減数分裂前期 のランプブラ ヅシ染 色体 を分離 し,ラ ンプブラッシW
染色体上の染色小粒(ク ロモメア)の 形 態 とXhoI,E60RIフ ァ ミリー配列の 分布を蛍 光fπ3伽 ハ
イ ブ リダイゼー シ ョン(FISH)に よ り比較 した。そ の結果,ク ロモメア1に はEcoRIフ ァ ミリー配
列が,ク ロモ メァ3に はXんoIフ ァミリー配列が局在 し,こ れ らの ファ ミリーの反復 回数 の変動に対
応 してそれぞれ のク ロモ メアの大 きさが変動す ることを示 し,W染 色体が現在 もクロモメア レベルで
変 化 している ことを明 らかに した。次 に,深 胸類に属す るニ ワ トリの性染色体DNAプ ローブを利 用
して平胸類 の性染色体を解析する ことを計画 した。著者はまず,所 属す る研究室で これ までにクロー
ニ ングされた ニ ワ トリZ染 色体上 の2種 類の遺伝子,ZOV3,∫REBPが 広 く深胸類鳥類のZ染 色 体 上
に保存 されてい ることを定量 的な サザ ンブロ ヅ トハイブ リダイゼーシ ョンに よ り示 した。 また,ニ ワ
トリW染 色体特異的なゲ ノムライ ブラ リーか らW染 色 体上 の約25kbに わ た る非反 復 配列 部位 を ク
ローニング し,こ の中のEEO.6配 列が広 く深胸類 のW染 色体上に保存 されている ことを上記 と同様 の
手法 で示 した。EEO.6配 列はエキ ソン様配列 を含むが,い ずれ の読み枠 に も終止 コ ドンが含 まれ る こ
とか ら偽遺伝 子の一部 である と考え られ た。著者 は,ニ ワ トリのEEO.6,ZOV'3,ノREBPの ホモ ログ
を雌 ダチ ョウお よび雌 エ ミュのゲノムライブ ラ リーか らク ローニングし,塩 基配列 レベルで71～92%
の相同性を有 す ることを示 した。次に これ らの平胸類 のゲノムクローンをプ ローブと してFISHを 行
い,こ れ ら3種 の配列が ダチ ョウの4番 染色体対,エ ミュの5番 染色体対 に局在す ること,雌 ダチ ョ
ウでは4番 染 色体対 の一方の染色体 で∫R1彊P遺 伝子 が欠失 してい ることを示 した。 この結果 は,雌
ダチ ョウのゲ ノムDNAに 対す る定量 的なサザ ンブ ロヅ トに よって も確認 された。以 上 の結果 か ら,
深胸類,平 胸類 の性染色体が共通 の1対 の相同染色体か ら進化 した こと,平 胸類 ではW染 色体 の形態
分化が ご く初期段階 にあることが明 らか にな った。
以上の よ うに本研究に より,鳥 類 のW染 色体が現在 もクロモ メア レベル の変 化を続 けていること,
深胸類,平 胸類 の性染色体が同一 の相同染色体 由来である こと,平 胸類の性染 色体進化カミ停止あ るい
は極端 に遅 い速度 で進行 してい ることが初めて明 らかに された ことは生物学的に重要 な発見であ り,
今後XY型,ZW型 の性染色体の分子進化的関係を解析す る手がが りを与 えた もの と考 え られ る こ と
か ら,審 査員一 同,著 者は博 士(農 学)の 学位を授 与 され るに充分 の資格を有する と判定 した。
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